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RESUMO

Listeria monocytogenes é o agente causal da listeriose, uma doenca que pode atingir mulheres
gravidas (e seus fetos), criancas, idosos e individuos com o sistema imunolégico comprometido. Os
alimentos sdo reconhecidamente fontes primarias da transmissdo desta bactéria para 0 homem e a
mesma ja foi isolada de uma grande variedade de alimentos, principalmente produtos de origem
animal. A industria tem procurado métodos cada vez mais eficazes para o combate do patdgeno.
Apesar de inimeros trabalhos evidenciarem os esforgos de pesquisadores na busca de solugdes com o
objetivo de inibir o desenvolvimento de L. monocytogenes em alimentos, ainda sdo necessarias
pesquisas para aumentar o nimero e a variedade de opcdes tecnoldgicas para prevengao e controle do
microrganismo em alimentos prontos para consumo. Associado a este fato, hd uma maior exigéncia,
por parte dos consumidores, de alimentos mais naturais, sem conservantes quimicos e com longa vida
atil. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi investigar a presenca de L. monocytogenes em
produtos carneos fatiados prontos para consumo, vendidos a varejo no municipio de Salvador, BA, e
avaliar a eficiéncia de antimicrobianos considerados seguros para uso (GRAS), Nisina, Bacteriofago
P100 e lactato de sddio para controle da contaminagdo. Para a investigacdo da ocorréncia de L.
monocytogenes foram colhidas 180 amostras, sendo 90 de presunto suino e 90 de peito peru. Para
isolamento do microrganismo foi utilizado o método da International Standard (ISO 11290-1),
aplicou-se 0 meio de cultivo cromogénico ALOA. Para avaliacdo da eficiéncia dos antimicrobianos,
porcdes do presunto foram tratadas com: nisina, bacteriéfago P100, lactato de sodio isolados e em
combinag&o e posteriormente inoculadas com uma mistura da cepa isolada do presunto (sorotipo ¥z a)
com a cepa Scott A (sorotipo 4b) proporcdo 1:1. Os tratamentos das amostras com seus respectivos
controles foram efetuados por trés vezes, nos tempos zero e trés dias (prazo de validade). Todas as
contagens obtidas foram convertidas em logaritmos e o nimero de reducdes decimais (RD), calculado
através da diferenca entre a contagem inicial das células (controle Listeria) e a contagem final apds os
tratamentos. Para a comparagdo entre os tratamentos utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey para determinar a existéncia de diferencas estatisticamente significantes (p<0,05). A
incidéncia de Listeria monocytogenes foi de 2,2% e 3,3% nas amostras de presunto suino e peito de
peru fatiados respectivamente, todos os isolados pertenciam ao sorotipo % a. A eficacia dos
antimicrobianos nisina e lactato de sédio foi afetada pela refrigeracdo. Entretanto, o tratamento com o
bacteri6fago P100 apresentou eficacia no controle de L. monocytogenes durante a refrigeracéo,
demonstrando ser esse 0 método de escolha para o controle da bactéria no alimento estudado.

Palavras Chaves: Seguranca de Alimentos, Bioconservagdo, Antimicrobianos.

ABSTRACT



Listeria monocytogenes is the causative agent of listeriosis, a disease that can reach pregnant women
(and their fetuses), children, the elderly and individuals with compromised immune systems. The
foods are known primary sources of transmission of the bacteria to humans and it has been isolated
from a wide variety of foods, especially animal products. The industry has been looking increasingly
effective methods for pathogen combat. Although many papers evidencing research efforts to find
solutions in order to inhibit the growth of L. monocytogenes in foods, are still necessary research to
increase the number and variety of technological options for prevention and control of microorganisms
in packaged foods for consumption. Associated to this, there is a greater demand by consumers, more
natural foods without chemical preservatives and long service life. In this context, the aim of this study
was to investigate the presence of L. monocytogenes in sliced meat products ready for consumption,
sold at retail in the city of Salvador, and evaluate the antimicrobial efficiency considered safe for use
(GRAS), Nisin, Bacteriophage P100 and sodium lactate to control contamination. To evaluate the
occurrence of L. monocytogenes were collected 180 samples, 90 of 90 pig ham and turkey breast. For
isolation of the microorganism was used the method of International Standard 1SO 11290-1, with the
chromogenic culture medium ALOA. To evaluate the antimicrobial efficiency, ham portions were
treated with: nisin, bacteriophage P100, isolated sodium lactate and in combination and subsequently
inoculated with a mixture of strain isolated Ham (serotype %2) with Scott A strain (serotype 4b) in the
ratio 1: 1. The treatments of the samples with their respective controls were performed three times at
zero and three days (expiration date). All counts obtained were converted into logarithms and the
number of decimal reductions (DR) calculated from the difference between initial cell counts (Listeria
control) and the final count after the treatment. To compare the treatments we used the ANOVA and
Tukey test to determine the existence of statistically significant differences (p <0.05). The incidence of
Listeria monocytogenes was 2.2% and 3.3% in samples of porcine ham and turkey breast sliced
respectively, all isolates belonging to serotype Y. The antimicrobial efficacy of nisin and sodium
lactate was affected by the cooling. However, treatment with bacteriophage P100 showed efficacy in
L. monocytogenes control when cooling, demonstrating that this is the method of choice for the control
of bacteria in the studied food.

Keywords: Food safety, biopreservation, antimicrobials.
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INTRODUCAO

A listeriose representa a segunda causa mais conhecida de infec¢cGes humanas fatais,
ocasionada pelo consumo de alimentos contaminados e tem como agente etioldgico a Listeria
monocytogenes (WIEDMANN, 2002). A doenca apresenta uma alta taxa de mortalidade e a
mais elevada taxa de internacdo hospitalar entre todos os agentes patogénicos de origem
alimentar (SILVA, 2007; ZHANG; JAYARAO; KNABEL, 2004). Estima-se que nos Estados
Unidos anualmente 1.600 pessoas fiquem gravemente enfermas com listeriose e dessas 260
evoluam para 6bito (CDC, 2008)

Comumente a populacio de Listeria em muitos produtos alimenticios é baixa (<10
UFC/g). Entretanto, produtos como presunto, mortadela, salame e outros, frequentemente séo
contaminados por microrganismos patogénicos resistentes ao sal e capazes de se multiplicar
durante o armazenamento em refrigeracdo. Em se tratando da L. monocytogenes, 0 consumo
desses alimentos por idosos, gestantes e individuos imunodeprimidos, pode ser
potencialmente perigoso e levar a 6bito (BEUMER; HAZELEGER, 2003; CAMARGO,
2011).

Devido a capacidade de L. monocytogenes se multiplicar durante o armazenamento
refrigerado, podendo causar surtos de toxinfecgdo alimentar (WHO/FAO, 2004), a Food and
Drug Administration (FDA) estabeleceu uma politica de "tolerancia zero™ para esta espécie
bacteriana em alimentos prontos para o consumo (WHO/FAO, 2004).

Adicionalmente, o United State Department of Agriculture (USDA-FSI) editou uma
legislacdo para L. monocytogenes obrigando que todas as plantas processadoras de carnes
prontas para o consumo apliquem tratamentos letais em seus produtos, podendo incluir o uso
de antimicrobianos para inibir ou eliminar a presenca de L. monocytogenes (UPADHYAY et
al., 2013; USFSIS, 2004). No Brasil, a legislacdo vigente contempla apenas queijos de média
e alta umidade, exigindo auséncia do microrganismo em 25g do produto analisado (BRASIL,
2001).

O surgimento de bactérias patogénicas resistentes a maioria dos agentes
antimicrobianos disponiveis, associado a exigéncia dos consumidores por alimentos mais
naturais, sem conservantes quimicos e com longa vida util, tornou-se um problema critico
para a industria de alimentos moderna. Essa realidade veio abrir fronteiras para a aplicacéo de

substancias Geralmente Reconhecidas como Seguras (GRAS), como € o caso das



bacteriocinas, bacteriéfagos, e acidos organicos de cadeia curta (CARLTON et al., 2005;
HAGENS, 2009; NASCIMENTO et al., 2008).

Atualmente, a aplicacdo de bacteriocinas como parte das tecnologias de barreiras tem
ganhado atencdo. Varias bacteriocinas mostram efeitos aditivos ou sinergismo quando usadas
em combinacdo com outros antimicrobianos, incluindo preservativos quimicos, compostos
fendlicos naturais, assim como outras proteinas antimicrobianas. A efetividade de
bacteriocinas € muitas vezes ditada pelos fatores ambientais como pH, temperatura,
composicdo e estrutura do alimento, assim como a microbiota alimenticia (GALVEZ et al.,
2007).

Os é&cidos organicos de cadeia curta e seus sais podem potencializar a atividade de
bacteriocinas, pois 0 aumento na carga livre das bacteriocinas a baixo pH pode facilitar a
translocacdo das moléculas através da parede celular do microrganismo. A solubilidade das
bacteriocinas pode também aumentar a baixo pH, facilitando a difusdo das moléculas. H& um
aumento da sensibilidade de L. monocytogenes a nisina (40Ul/ml) quando em combinacgdo
com lactato de sddio (GROSULESCU et al. 2011; SCANELL et al.2000).

Estudos também demonstrado o efeito sinérgico do bacteriofago P100 combinado com
nisina (LEVERENTZ et al., 2003).

Bacteriofagos ou fagos sdo virus que infectam bactérias; sdo especificos, ligam-se
apenas aos seus hospedeiros, ndo afetando as bactérias desejadas nos alimentos. Carlton et al.
(2005) patentearam o bacteriéfago P100 e em 2006 a FDA aprovou o uso do mesmo para o
controle de L. monocytogenes em alimentos. Representa um dos poucos fagos virulentos
conhecidos para 0 género Listeria, que sdo estritamente liticos e, portanto, invariavelmente
letal para uma infeccdo bacteriana celular quando a mesma é estabelecida.

O uso simultaneo de bacteriocinas com outros agentes antimicrobianos pode ser util
ndo apenas para diminuir a dose da bacteriocina adicionada, mas também para evitar um novo
crescimento de células adaptadas ou resistentes a bacteriocina. Nesse contexto, emerge a
necessidade de estudos que avaliem o potencial antimicrobiano desses agentes isolados e em

combinacgéo para reducgéo de L. monocytogenes em alimentos prontos para consumo.



OBJETIVOS
GERAL

Investigar a ocorréncia de Listeria monocytogenes em produtos carneos cozidos e fatiados e

avaliar o uso de antimicrobianos no controle da contaminacao.

ESPECIFICOS

v" Investigar a ocorréncia de L. monocytogenes em amostras de presunto suino cozido e
fatiado;

v Investigar a ocorréncia de L. monocytogenes em amostras de peito de peru cozido e
fatiado;

v"Identificar os sorotipos dos isolados de Listeria spp;

v' Comparar a acdo dos tratamentos com o0s antimicrobianos: bacteriocina nisina,

bacteriofago P100 e lactato de sddio para controle da contaminacéo.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 Listeria monocytogenes

Bactérias do género Listeria possuem forma de bastonete curto, com didmetro de 0,4 a
0,5 um e comprimento de 0,51 a 2,0 um, sdo Gram positivas, com auséncia de capsula
celular, e ndo formadoras de esporos (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997; VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001). Atualmente, compreende oito espécies, L. monocytogenes, L. ivanovii
(subespécies ivanovii e londoniensis) e L. seeligeri, L. grayi, L. innocua, L. welshimeri, e mais
Listeria marthii e Listeria rocourtiae. Destas somente duas espécies sdo reconhecidamente
patogénicas a L. ivanovii, que apresenta patogenicidade restrita aos ruminantes, e L.
monocytogenes capaz de infectar uma variedade de espécies animais, incluindo o homem
(GOPAL et al., 2010; SWAMINATHAN, 2001; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Existe um total de 13 grupos soroldgicos de L. monocytogenes (JAY, 2005; LEMES-
MARQUES et al., 2007; RYSER; MARTH, 1999), que podem ser separados em trés grupos
(1, 11 e 1), sendo os mais importantes o grupo | e 1l. Compde o grupo | as cepas pertencentes
aos sorotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e, os sorotipos do grupo Il correspondem aos 1/2a, 3a, 1/2c e
3c (ILSI, 2005; WIEDMANN et al, 1997). Estudos clinicos prop6em diferencas entre o
potencial patogénico das respectivas linhagens, uma vez que os sorotipos da linhagem |
estariam mais relacionados a doenca em humanos, enquanto cepas da linhagem Il sdo mais
prevalentes em alimentos (ILSI, 2005; JEFFERS et al., 2001). Deste modo, a maioria dos
casos de listeriose humana esta associada aos sorotipos 4b, 1/2a e 1/2b (SWAMINATHAN;
GERNER-SMIDT, 2007)

Embora a listeriose seja uma doenca de baixa incidéncia (SWAMINATHAN;
GERNER-SMIDT, 2007), é a segunda maior causa de patologia fatal decorrente de infeccbes
alimentares (WIEDMANN, 2002). Trata-se de uma doenca veiculada por alimento com
elevada mortalidade, em torno de 20 a 30%, e a mais elevada taxa de internacdo hospitalar
(90%) (SILVA, 2007; ZHANG; JAYARAO; KNABEL, 2004). De acordo com CENTERS
FOR DISEASES CONTROL AND PREVENTION (CDC, 2008) estima-se que no Estados
Unidos anualmente 1.600 pessoas fiquem gravemente enfermas com listeriose e dessas 260

evoluam para 6bito. S&o escassas as publicacfes sobre a incidéncia de listeriose no Brasil,



pois ndo se trata de uma doenca de notificacdo obrigatoria no pais, sendo deste modo sub-
relatada (BLUM-MENEZES, 2013; MARTINS, 2009).

Acredita-se que a maioria dos casos de listeriose humana tenham como mecanismo de
veiculacdo da L. monocytogenes o alimento (HOFER; REIS; HOFER, 2006). A presenca
constante e assintomatica da Listeria em animais os torna disseminadores da bactéria para o
ambiente. Embora ndo pertenga a microbiota normal de animais saudaveis ou homem, é uma
bactéria que contamina ambiente e alimentos, geralmente, durante a fermentacao,
processamento, armazenamento, e até mesmo embalagens de alimentos. Essa contaminagao
inclui a maioria dos produtos prontos para consumo, como leite e queijos (principalmente o
queijo de massa macia), frios (diferentes tipos de carnes), cachorros-quentes, mariscos e
diversas guloseimas (BERSOT, 2004; CARLTON et al. 2005).

A L. monocytogenes € caracterizada como uma bactéria psicrotréfica, cresce em
temperaturas que variam de 3 a 45°C, apresentando uma faixa 6tima de crescimento entre 30 e
37°C, é capaz de resistir a sucessivos congelamentos e descongelamentos, como também a
uma ampla faixa de pH, 4,4 a 9,6, com pH 6timo de crescimento de 7,0 (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; LOGUERCIO et al., 2001). Tolera altas concentrac@es de sal (10%) e
atividade de agua de até 0,92 (HAIN et al.,, 2007; RYSER; MARTH, 2007). Possui
caracteristica de anaerobiose facultativa com metabolismo fermentativo, portanto se
multiplica bem em ambientes com baixa quantidade de O, e aumento na tensdo de CO,, como
no caso de alimentos embalados a vacuo ou em atmosfera modificada (NILSSON et al.,
2002). Associadas as caracteristicas descritas, pode-se somar a capacidade que a L.
monocytogenes possui de aderir as mais diferentes superficies que entram em contato com o
alimento (AUTIO et al., 2003).

Portanto, produtos carneos prontos para consumo contaminados por L. monocytogenes
sdo importantes fontes de listeriose humana, pois suportam a multiplicacdo da bactéria,
apresentam uma longa vida de prateleira quando refrigerados e sdo frequentemente
consumidos sem cozimento prévio (ILSI, 2005). Muitos surtos vém sendo atribuidos a este
grupo de alimentos na Europa e nos Estados Unidos (SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT,
2007).



2 Listeria monocytogenes como agente etiologico da Listeriose

A L. monocytogenes é o principal agente causador da listeriose em humanos e animais;
98% e 85%, respectivamente (JAY, 2005). As espécies de Listeria sdo amplamente
distribuidas na natureza podendo ter como fonte de contaminacdo solo, vegetais em
decomposicdo, silagem, esgoto e agua, (JAY, 2005; RYSER; MARTH, 2007). No geral, a
incidéncia de casos de listeriose varia de 0,2-0,8 casos esporadicos/100.000 pessoas por ano
na Europa e nos EUA (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Na Europa, a incidéncia de listeriose parece ter aumentado desde o ano de 2000, em
especial, entre os individuos com mais de 65 anos de idade (ALLERBERGER; 2003; TODD;
NOTERMANS, 2011). Na Franca, estes aumentos nao puderam ser atribuidos a surtos de
origem alimentar, e nenhum aumento foi observado em casos associados a gravidez Os paises
europeus parecem estar passando por um aumento da incidéncia de listeriose entre pessoas
acima dos 60 anos de idade. A causa deste aumento da incidéncia seletiva ndo é conhecida.

Silk et al. (2012) observaram que a incidéncia anual global de listeriose variou 0,25-
0,32 casos por 100.000 habitantes entre 2004-2009. Entre as mulheres latino-americanas, a
incidéncia de listeriose associada a gravidez aumentou 5,09-12 casos por 100.000 mulheres
para os periodos de 2004-2006 e 2007-2009, respectivamente; entre as mulheres nao-
hispanicas, a listeriose associada a gravidez aumentou 1,74-2,80 casos por 100.000 mulheres
para 0s mesmos periodos. As taxas de incidéncia de listeriose em pacientes com idade >65
anos foram 4-5 vezes maior do que as taxas globais anuais. Os dados demonstram que hd um
aumento no risco de listeriose entre os idosos, mulheres gravidas, e os hispanicos nos Estados
Unidos (POUILLOT et al., 2012).

A manifestagdo clinica da doenca € descrita de duas formas, invasiva e a
gastrintestinal (ndo invasiva). A listeriose invasiva é uma doenca severa, principalmente, para
pessoas susceptiveis a adquirir a infecgdo, como gestantes, recém-nascidos, idosos, pacientes
submetidos a hemodialise, a terapias prolongadas e individuos com sistema imunoldgico
comprometido (SWAMINATHAN, 2001). Em gestantes, a infeccdo € mais frequente no
terceiro trimestre da gravidez, geralmente assintomatica ou com sintomas parecidos com os da
gripe; porém, para o feto ou recém-nascido as consequéncias sao0 muito mais graves, incluindo
parto prematuro, aborto, morte fetal, meningite e septicemia (COLODNER et al., 2003;
SWAMINATHAN, 2001).

Em individuos suscetiveis, células viaveis de L. monocytogenes ingeridas com 0s

alimentos contaminados podem atravessar a barreira intestinal e entrar na circulagdo do



organismo e infectar partes normalmente estéreis do corpo, tais como figado, baco, fluido
cerebral espinal e sangue; na auséncia de uma adequada resposta imune, se propagam em
orgdos-alvo, ou seja, sistema nervoso central e placenta (COSSART; TOLEDO-ARANA,
2008; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). Em adultos saudaveis ocorrem principalmente
diarreia e febre; em mulheres gravidas, febre, diarreia e aborto; em recém-nascidos, sepse,
pneumonia ou meningite. Individuos com comprometimento do sistema imunoldgico tais
como transplante, doenca hepatica, HIV/AIDS e diabetes; podem desenvolver sepse,
meningite e infeccdes graves que afetam o sistema nervoso. Adultos aparentemente saudaveis,
sem condicdo predisponente ainda podem ter meningite e bacteremia. A maioria dos casos
confirmados de listeriose ocorrem em individuos com mais de 65 anos de idade, cuja taxa de
letalidade pode variar de 20 a 30% (COLODNER et al., 2003; HOFER, 2001; TODD;
NOTERMANS, 2011).

A invasdo da L. monocytogenes nas células do homem é prépria de microrganismo,
que possui capacidade de invadir macréfagos e uma série de células ndo fagociticas de
diferentes 6rgdos e tecidos, como as dos hepatdcitos e endoteliais. A invasdo célula a célula
permite a sua proliferacdo dentro dos tecidos hospedeiros e a formacéo de focos infecciosos,
protegendo-se das defesas do hospedeiro. Motivo que pode justificar o fato dos anticorpos néo
exercerem papel importante na recuperacdo a partir de uma infec¢do, ou protecdo contra
infeccOes secundarias (CABANES et al., 2002).

O processo de infeccdo € caracteristico em todas as células eucarioticas e é constituido
por quatro fases distintas: 1) adesdo e internalizacdo dentro da célula hospedeira; 2) escape da
vesicula fagocitica para dentro do citoplasma; 3) multiplicacdo e movimentacdo pelo
citoplasma da célula hospedeira devido a polimerizacao; 4) formacao da cauda de actina; e a
passagem para as células adjacentes (ILSI, 2005). A invasdo celular € decorrente da
polimerizacdo de filamentos de actina que direcionam a bactéria a célula adjacente,
provocando a formacdo de invaginagdes e fagocitose, comegando assim, um novo ciclo
infeccioso (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

A listeriose ndo-invasiva pode causar infec¢Ges brandas, semelhantes a uma gripe, até
surtos de gastrenterite febril em individuos saudaveis, mas normalmente ndo evolui para
obito, e, como uma gastrenterite febril, é caracterizada por febre, diarreia, cefaleia e dor
muscular em individuos imunodeprimidos, com um periodo de incubacdo que pode variar de
11 horas a 1 semana. (HOFER, 2001).

No Brasil, Hofer, Reis e Hofer (2006) analisaram 255 amostras de Listeria isoladas de

diferentes materiais clinicos, durante o periodo compreendido entre 1969 a 2000, e



concluiram que o sorovar 4b foi o mais incidente seguido pelo 1/2 a. O estudo evidenciou a
circulacdo de L. monocytogenes na espécie humana, provocando quadros graves de meningite
e septicemia, bem como, revelando a figura do portador assintomatico, sugerindo uma
deficiéncia na avaliacdo bacterioldgica (HOFER; REIS; HOFER, 2006).

A quantidade de células vidveis de L. monocytogenes capazes de provocar 0
desenvolvimento da doenca em humanos ainda ndo foi bem estabelecida, devido a
impossibilidade de se realizar pesquisas com voluntarios saudaveis, associada a dificuldade de
encontrar a real contaminacdo dos alimentos envolvidos em surtos (BARANCELLI et al.,
2011). A dose infectante relatada em casos de listeriose varia de 10° a 10° UFC/g ou mL, no
entanto existem relatos de surtos com doses infectantes baixissimas. Vale ressaltar que a dose
infecciosa pode variar em funcdo da viruléncia da cepa e da suscetibilidade do individuo.
(DONELLY, 2001).

3 Ocorréncia de Listeria monocytogenes em Produtos Carneos

De acordo com Hagens (2009) a contaminacdo de alimentos por L. monocytogenes
ndo é causada apenas por procedimentos inadequados, trata-se de um patdgeno resistente
introduzido na maioria das fabricas e plantas de processamento de alimentos diariamente. Isto
é explicado pelo fato de que a bactéria sobrevive as condi¢Bes adversas, e até mesmo a mais
rigida limpeza ndo assegura a sua remocao.

A Listeria pode estar presente em alimentos em baixas concentragdes, ndo sendo
suficiente para prejudicar a saude humana, entretanto, se os alimentos sdo armazenados
incorretamente pelo revendedor ou consumidor, a bactéria pode se multiplicar, o que é
especialmente perigoso para a gestante, doentes e idosos (HAGENS, 2009).

Essa onipresenca da L. monocytogenes no ambiente de processamento de alimentos
deve-se a sua capacidade de formar biofilmes, com alta probabilidade de que as celulas
aderidas permanegcam mesmo ap6s higienizacdo. Esta € uma das principais razfes para a
formacéo de biofilmes em superficies em contato com os alimentos. Este risco € agravado em
se tratando da L. monocytogenes, uma vez que esta bactéria tem a capacidade de aderir
rapidamente ao aco inoxidavel, sendo capaz de atingir um estagio de adesdo irreversivel em
poucas horas (OLIVEIRA et al., 2010).

Vitas et al. (2004) investigaram a presenca de Listeria spp. em um total de 3.685
amostras de alimentos obtidas no norte da Espanha. As amostras analisadas incluiram

produtos crus (carne, leite e frango) e produtos processados (carne curada e cozida, vegetais



congelados e salméo defumado). A maior ocorréncia de Listeria spp. foi encontrada em
amostras de carne de frango crua (76,3%), seguida por amostras de carne moida bovina e
suina (62,3%). Das 295 amostras de carne bovina e suina crua, 103 (34,9%) apresentaram-se
contaminadas com L. monocytogenes, 103 (34,9%) com L. innocua, 45 (15,1%) com L.
welshimeri, e 4 (1,6%) com L. seeligeri.

Mantilla et al. (2007) verificaram que de 30 amostras de carne moida crua
comercializadas em Niterdi-RJ, 15 (50%) apresentaram contaminacgéo por Listeria spp., sendo
duas (6,7%) positivas para L. monocytogenes.

Recentemente, Andrade et al. (2014) isolaram 26 cepas de Listeria spp. de salsichas do
tipo hot dog, sendo 18 cepas de L. innocua e 08 cepas de L. monocytogenes. De 35 amostras
de carne moida bovina crua, os autores isolaram 16 cepas de Listeria spp., sendo 12 cepas de
L. innocua e 04 de L. monocytogenes.

Em trabalho conduzido por Rossi et al. (2009) foram analisadas 80 amostras de
linguigas do tipo frescal comercializadas em Salvador, BA, sendo 40 de linguica elaborada
com carne suina e 40 com carne de frango. Os autores isolaram Listeria spp. em 12 amostras
(15%), das quais trés (3,75%) foram positivas para L. monocytogenes. Entre as espécies, L.
innocua foi isolada com maior frequéncia (13,75%); e em duas amostras foram detectadas as
duas espécies. As cepas de L. monocytogenes isoladas pertenciam ao sorotipo 1/2a.

4 Ocorréncia de L. monocytogenes em Produtos Carneos Prontos Para Consumo

Apesar dos varios isolamentos relatados sobre os produtos carneos crus, a maior
preocupacdo quanto a presenca de L. monocytogenes esta relacionada aos alimentos prontos
para 0 consumo. Embora atendam as exigéncias do mercado, por sua grande praticidade,
produtos como presunto, mortadela, salame e outros sdo frequentemente contaminados por
microrganismos patogénicos resistentes ao sal e capazes de se multiplicar durante
armazenamento em refrigeragdo (CAMARGO, 2011). Muitos desses produtos séo
armazenados sobre refrigeracdo e consumidos sem tratamento térmico (BERSOT, 2008;
MONTTIN, 2009) e a atmosfera modificada ndo inibe o crescimento de L. monocytogenes
(HOELZER, POUILLOT; DENNIS, 2012).

Os principais alimentos envolvidos em surtos de listeriose sdo 0s produtos carneos,
frutos do mar prontos para consumo e 0S queijos pastosos, cujas caracteristicas intrinsecas
apresentam-se com alto teor proteico, moderada atividade de agua e poucos microrganismos
competidores (WARRINER; NAMVAR, 2009). Em 2008, Warner e Namvar relataram um



surto de listeriose causado pelo consumo de produtos carneos fatiados, ocorrido no Canada e
resultando em 20 dbitos.

Nos paises da Europa, em 2007, o alimento pronto para consumo com maior
prevaléncia de L. monocytogenes (18,3%), e em nivel superior a 100 UFC/g foi o peixe
defumado (TODD; NOTERMANS, 2011). L. monocytogenes foi encontrada em varios
produtos a base de carne: carne de porco, 2,2%; carne vermelha 2,5%; carne de frango prontas
para consumo 3,0%, sendo que menos de 1% das amostras apresentaram contagens da
bactéria superiores a 100 UFC/g (TODD; NOTERMANS, 2011).

No Brasil, vérios relatos cientificos demonstram a presenca de L. monocytogenes em
varios alimentos carneos prontos para o consumo ((Tabela 1).

Tabela 1. Ocorréncia de L. monocytogenes em produtos carneos fatiados prontos para
consumo no Brasil.

Cidade (Estado) Produto carneo L. monocytogenes Referéncia
N %

Rio de Janeiro (RJ) Salame 6 13,3 Borges et al. (1999)
Fortaleza (CE) Presunto - 42,50 Fai (2011)

Séo Paulo (SP) Salame 8 6,2 Martins (2009)
Séo Paulo (SP) Presunto 1 0,8 Martins (2009)
Porto Alegre (RS) Apresuntado 7 - Mottin (2008)
Séo Paulo (SP) Salame 3 6,7 Sakate et al. (2003)

N = n° de amostras positivas

S&o poucos os estudos sobre ocorréncia de L. monocytogenes em produtos carneos
cozidos e fatiados no Brasil. Dos seis estudos sobre ocorréncia de L. monocytogenes em
produtos céarneos fatiados prontos para consumo no Brasil, cinco foram conduzidos em
cidades localizadas em estados da Regido Sul e Sudeste (Tabela 1).

O produto mais estudado no Brasil foi o salame, seguido do presunto. A ocorréncia da
bactéria nos produtos foi muito variavel, e o produto que apresentou maior variacdo nessa
prevaléncia foi o presunto (0,8% a 42,50). Embora seja relatada uma ocorrencia significante
de Listeria spp. em produtos carneos prontos para consumo oriundo de matriz avicola, ndo
foram encontrados estudos sobre a ocorréncia de L. monocytogenes em produtos derivados de
peru, como é o caso do peito de peru defumado, cujo consumo vem aumentando
consideravelmente no Brasil, como uma opgdo mais magra ao presunto suino (TODD;
NOTERMANS, 2011).



A etapa de fatiamento destes produtos aumenta o risco de contaminagdo devido a
manipulacéo e ao contato com superficies inadequadamente higienizadas. Galvez et al. (2007)
ressaltam que a falta de microrganismos competidores, devido ao cozimento, favorece a
multiplicacdo de microrganismos decorrente da contaminagdo poOs-processamento. Além
disso, o processo de fatiamento aumenta a superficie de contato de manipuladores e
equipamentos. H& de se considerar que L. monocytogenes é uma bactéria com capacidade de
formar biofilmes e de colonizar superficies de equipamentos e utensilios. Esse microrganismo
pode persistir por longos periodos em plantas de processamento de alimentos, sendo entéo
capaz de contaminar o produto final (LAER et al., 2009)

Bersot et al. (2008) detectaram L. monocytogenes em todas as amostras de mortadela
fatiada. Bersot et al. (2001), por sua vez, detectaram a bactéria em 26,7% das amostras de
mortadela ndo fatiada. Estes resultados indicam que o fatiamento desempenha um papel
critico no processo de contaminacdo, ou seja, a embalagem a vacuo e a estocagem sob
refrigeracdo ndo foram suficientes para o controle da multiplicagcdo de L. monocytogenes.

Embora estudos demonstrem que a prevaléncia de L. monocytogenes em produtos
carneos fatiados nos estabelecimentos de venda é maior que em produtos carneos fatiados
pelas industrias, a concentracdo de L. monocytogenes nas amostras de produtos carneos
fatiados e embalados na industria foi maior que a encontrada nos produtos manipulados nos
proprios estabelecimentos de venda. Para os autores, o provavel resultado deve-se a longa
vida de prateleira dos produtos carneos, quando fatiados pelas industrias, permitindo que L.
monocytogenes, quando presente, atinja populacdes mais elevadas uma vez que embalagens a
vacuo ndo sdo suficientes para impedir o crescimento do microrganismo (GOMBAS et al.,
2003).

Os ensaios de Galvez et al., 2007, Warriner; Namvar, 2009 também alertam para a
capacidade de L. monocytogenes crescer até concentracbes elevadas capazes de provocar
surtos em produtos carneos prontos para serem consumidos, até mesmo com uma
contaminac&o inicial baixa.

Assim, o monitoramento da linha de processamento € essencial para o controle da
contaminacdo de produtos carneos por L. monocytogenes (TODD; NOTERMANS, 2011).
Laer et al. (2009) tracaram a rota de contaminagdo de L. monocytogenes em uma linha de
processamento de linguica mista frescal, desde a matéria-prima até o produto final e L.
monocytogenes foi detectada em 25% das amostras investigadas. Entretanto, ndo foi
encontrado o patégeno em nenhuma amostra da matéria-prima, foi observado a ocorréncia do

microrganismo em 21% das amostras ambientais (com e sem contato com o alimento), 20,8%



dos equipamentos, 20% das amostras de maos de manipuladores, 40% da massa pronta para
ser embutida, e em todas as amostras do produto final. Isso demonstra que a contaminacgao do
produto final ocorreu durante o processamento, alertando para a importancia da contaminacéo
cruzada. Ainda, segundo dados do trabalho, os perfis de macrorestricdo mostraram que
algumas cepas se adaptaram e persistiram no ambiente de processamento dessa industria
(LAER et al.,2009)

Os paises em desenvolvimento raramente tém programas de vigilancia para
notificacdo e conhecimento dos casos de listeriose com base no pressuposto de que casos
raramente sdo relatados. Entretanto, existem alguns programas de monitoramento para avaliar
o nivel de contaminac&o por Listeria de produtos alimentares (TODD; NOTERMANS, 2011).

Devido a capacidade de L. monocytogenes se multiplicar durante 0 armazenamento
refrigerado, podendo causar surtos de toxinfec¢do alimentar (WHO/FAO, 2004), a Food and
Drug Administration (FDA) estabeleceu uma politica de "tolerancia zero" para esta espécie
bacteriana em alimentos prontos para o consumo (WHO/FAO, 2004).

Adicionalmente, o United State Department of Agriculture (USDA-FSI) editou uma
legislacdo para L. monocytogenes obrigando que todas as plantas processadoras de carnes
prontas para o consumo apliquem tratamentos letais em seus produtos, podendo incluir o uso
de antimicrobianos para inibir ou eliminar a presenca de L. monocytogenes (UPADHYAY et
al., 2013; USFSIS, 2004). No Brasil, a legislacdo vigente contempla apenas queijos de média
e alta umidade, exigindo auséncia do microrganismo em 25g do produto analisado (BRASIL,
2001).

Na Gra Bretanha, foram determinados padrdes para determinados alimentos prontos
para consumo, determinando limites para cada tipo de alimento. Quando o microrganismo
ndo € encontrada a presenca do microrganismo em 25 g o alimento é considerado seguro.
(JAY, 2005). Na Europa a legislacdo é rigida para leite e seus derivados determinando a
politica de “tolerancia zero” para queijos de massa macia e auséncia de L. monocytogenes em
1 g dos outros produtos.

A Instrucdo Normativa N° 9, de 8 de abril de 2009, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instruiu os procedimentos de controle da L.
monocytogenes em produtos de origem animal prontos para 0 consumo, com o objetivo de
monitorar e assegurar a inocuidade destes produtos em relacdo ao patdgeno, e esses
procedimentos se aplicam aos estabelecimentos que fabricam produtos de origem animal
(BRASIL, 2009).



Os produtos carneos prontos para consumo devem ser submetidos a anélises
periodicas nos laboratorios de referéncia, e em situacdo de contaminagdo o produto deve ser
reprocessado, desde que o procedimento aplicado assegure a destruicdo do microrganismo.
Apds a etapa de reprocessamento, os estabelecimentos devem realizar analise microbiolégica
do produto para assegurar que o mesmo tenha auséncia de L. monocytogenes. N&do havendo
possibilidade de reprocesso ou caso 0 reprocessamento realizado pelo estabelecimento
fabricante de produtos de origem animal prontos para o consumo ndo tenha garantido a
eliminacdo do microrganismo, os produtos devem ser inutilizados (BRASIL, 2009).

Apesar de inimeros trabalhos evidenciarem os esforcos de pesquisadores na busca de
solucBes para inibir o desenvolvimento de L. monocytogenes em produtos céarneos fatiados,
Luber et al. (2011) séo de opinido que muitas pesquisas ainda sdo necessarias para aumentar o
namero e a variedade de opcdes tecnoldgicas para prevencao e controle de L. monocytogenes

em alimentos prontos para 0 consumo.

5 Uso da Tecnologia de Barreiras para controle de I. monocytogenes em alimentos

A multiplicagdo de um determinado microrganismos em alimentos € influenciada pela
interacdo de fatores inerente aos alimentos, intrinsecos (atividade de &gua, pH, potencial
redox, composicdo quimica, presenca de antimicrobianos e microbiota presente) e do
ambiente conhecido como fatores extrinsecos (temperatura, umidade, atmosfera). Nesse
contexto, produtos carneos cozidos possuem pH préximo da neutralidade (pH > 6,0), alta
atividade de agua (0,98 a 0,99), combinando, deste modo, diversas caracteristicas que
favorecem a multiplicacdo de bactérias patogénicas e/ou deteriorantes (GALVEZ et al.,
2007). Deste modo o uso de aditivos e tecnologias que inibem o crescimento de bactérias
pode significar uma melhora na qualidade do alimento (TOMPKIN, 2002).

Nos ultimos anos, as tecnologias que utilizam métodos ndo térmicos de inativacao de
microrganismos vém sendo bem descritos pela literatura, como sistemas de embalagens
ativas, inteligentes ou com atmosfera modificada, utilizacdo de compostos antimicrobianos
naturais e bioconservacao (DEVLIEGHERE; VERMEIREN; DEBEVERE, 2004).

Deste modo, a seguranga dos alimentos por meio de desestabilizacdo dos
microrganismos patogénicos e deteriorantes esta normalmente relacionada com a combinagéo
de diferentes tecnologias de conservacdo do produto, com o objetivo de assegurar a sua
gualidade (THOMAS et al., 2008). O conceito de tecnologia de barreiras ou ‘“hurdle

technology” esta associado a utilizagdo de barreiras intencionalmente combinadas para evitar



0 crescimento de microrganismos, este conceito foi desenvolvido inicialmente por Leistner
(LEISTNER, 1987; LEISTNER; GORRIS, 1995; OCKERMAN; BASU, 2007).

5.1 Bacteriocinas

A Dbiopreservacdo ou bioconservacdo estd associada a utilizacdo de compostos
antimicrobianos considerados naturais de forma erradicar 0s agentes patogénicos de
ocorréncia em alimentos (OCKERMAN; BASU, 2007). As bacteriocinas tém aplicacGes na
tecnologia de barreiras, sendo utilizadas para tratamentos combinados (de modo a terem um
efeito sinérgico) e assim, possibilitar uma conservacdo de alimentos mais eficaz
(CLEVELAND; MONTVILLE; CHIKINDAS, 2001).

A eficiéncia dos agentes antimicrobianos considerados como naturais depende de
alguns fatores, como estado fisico da matriz alimentar a qual serd aplicado, capacidade de
solubilizar em meio liquido, interacdo com os principais componentes do alimento (proteinas,
carboidratos e lipidios), e alteragdes nas caracteristicas sensoriais (sabor e textura). Deve ser
considerado a possibilidade de surgirem bactérias resistentes ao composto antimicrobiano
natural (DEVLIEGHERE; VERMEIREN; DEBEVERE, 2004).

Bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas biologicamente ativas sintetizadas nos
ribossomos das células bacterianas e liberadas no meio extracelular, que apresentam acédo
bactericida ou bacteriostatica, a depender do peso molecular, sobre microrganismos
taxonomicamente relacionados. Além disso, ndo promovem alteracdo na qualidade sensorial
do produto, observando-se o crescente interesse da industria de alimentos sobre o potencial de
utilizacdo destes compostos em substituicdo aos conservantes quimicos (NASCIMENTO; et
al., 2008).

A atividade das bacteriocinas no alimento pode ser afetada por diversos fatores, como
por exemplo: mudanca na solubilidade e na carga eletrostatica; ligacdo aos componentes do
alimento; inativacdo por proteases; e mudancas na parede ou na membrana celular do
microrganismo-alvo como resposta a fatores ambientais (GANZLE; WEBER; HAMMES,
1999).

A maior parte desses peptideos bacterianos sdo resistentes a altas temperatura, sem
comprometimento da atividade antimicrobiana (JOERGER et al., 1990). Porém, a eficiencia
das bacteriocinas depende do nivel de contaminagdo do alimento pelo microrganismo alvo.
ContaminacOes elevadas comprometem a atividade da bacteriocina, ndo impedindo o

desenvolvimento do microrganismo deteriorante ou patogénico (RILLA et al., 2004).



As bacteriocinas possuem atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, estdo distribuidas em quatro classes, Classe | ou lantibidticos, representados por
pequenos peptideos (19 a 38 residuos de aminoacidos), termoestaveis, de baixo peso
molecular (<5KDa), representado pela bacteriocina nisina; Classe I, pequenos peptideos
termoestaveis (<10KDa) divididos em trés subclasses (lla, Ilb, lic), geralmente apresentam
estrutura helicoidal, permitindo sua inser¢do na membrana plasmatica da célula alvo,
promovendo despolarizacdo da membrana e a morte celular. A classe lla possui alta
especificidade contra L. monocytogenes, promovendo a formacdo de poros na membrana da
célula alvo e, consequentemente, morte celular. A classe Ilb requer a atividade combinada de
dois peptideos para exercer a sua atividade; possui baixa atividade se forem empregados
individualmente. As bacteriocinas da classe llc apresentam unido covalente entre as
terminacfes N e C, resultando em uma estrutura ciclica. A classe 111 é formada por peptideos
termol&beis de alto peso molecular (>30kDa); sdo complexos quanto a atividade e a estrutura,
promovem lise da parede celular da célula alvo e, finalmente, a classe IV € representada por
grandes complexos de peptideos com carboidratos e lipideos em sua estrutura (CLEVELAND
etal., 2001).

As bacteriocinas, de maneira geral, possuem trés formas de aplicagdo. Em
alimentos fermentados podem ser produzidas in situ pela adicdo de culturas lacticas
bacteriocinogénicas no lugar das culturas tradicionais, pela adicdo dessas culturas como
coadjuvante de outras ja previstas no produto em questdo, ou pela adicdo das bacteriocinas
purificadas e liofilizadas diretamente nos alimentos (NASCIMENTO et al., 2008).

5.2 Bacteriofagos

Bacteriéfagos sdo virus que infectam bactérias e podem ser considerados como
inimigos naturais das bactérias, consequentemente sdo fortes candidatos para bioconservagdo
de alimentos. Os fagos exibem faixas estreitas com hospedeiro, normalmente segmentacéo
por cepas especificas. E extremamente alta a especificidade dos fagos para um acolhimento
distinto e isso se deve a cada passo no processo de reconhecimento, que requer
compatibilidade nos sistemas de acolhimento (HAGENS, OFFERHAUS, 2008).

As principais vantagens no uso de bacteriofagos sdo: (i) especificidade, infectam

apenas as células alvos, (ii) geralmente ndo cruzam espécies, (iii) sdo geralmente compostos i



de proteinas e &cidos nucleicos seus produtos de degradacdo consistem exclusivamente de
aminoécidos e &cidos nucleicos. Assim, eles ndo sdo xenobiéticos, e, ao contrario dos
antibidticos e agentes anti-sépticos, a sua introducdo e distribuicdo dentro de um dado
ambiente pode ser visto como um processo natural ( CARLTON et. al. 2005)

De acordo com Carlton et. al. (2005) os bacteriofagos séo rotineiramente consumidos
com a nossa comida, em numeros bastante significativos. Além disso, os fagos também sdo
comensais normais de seres humanos e animais, e sdo especialmente abundantes no tracto
gastrointestinal (CARLTON, 2005).

De acordo com Carlton et al. (2005), o bacteriéfago P100 é um dos poucos fagos que
podem ser utilizados para controle do género Listeria, com capacidade de provocar a morte
do hospedeiro

A eficécia do uso de bacteridfagos no controle da L. monocytogenes nos mais variados
tipos de alimentos vem sendo bem descrita (CARLTON et al.,2005; SONI,
NANNAPANENI; HAGENS, 2009; LEVERENTZ et al., 2003).

No estudo conduzido por Leverentz et al. (2003) para avaliar a reducdo de L.
monocytogenes em fatias de macas e meldes pelo bacteriéfago P100 e pela nisina (isolados e
em combinacdo), o nivel de reducdo da populacdo da bactéria apds o tratamento combinado
foi significativamente melhor em relagéo aos tratamentos isolados.

Os bacteridfagos sdo considerados como aditivos e reconhecidos como seguros para o
consumo — GRAS (General Recognized as Safe). Ndao contaminam o ambiente (HAGENS;
OFFERHAUS, 2008).

5.3 Sais de acidos organicos de cadeia curta

Dentre os bioconservadores de alimentos merecem destaque os acidos organicos, por
possuirem maior solubilidade, baixa interferéncia no sabor e baixo nivel de toxicidade. Os
acidos organicos sdo comumente encontrados na natureza como componentes normais de
tecidos animais e vegetais. S&o formados pela fermentagcdo microbiana no trato intestinal,
constituindo parte importante do suprimento energético dos animais hospedeiros. A atividade
antimicrobiana dos &cidos fracos pode ser explicada por variados mecanismos, incluindo
reducdo do pH, propriedades bacteriostaticas e diversas propriedades metabolicas anidnicas
dos éacidos organicos apos dissociacdo (BELLAVER; SCHEUERMANN, 2004).

A utilizacdo dos sais de acidos organicos vem sendo bem documentada (KNIGHT et

al., 2007). Entretanto, poucas informacdes sobre o efeito da combinacdo dessas substancias



com outros antimicrobiano na sobrevivéncia e crescimento de L. monocytogenes. A taxa de
crescimento de L. monocytogenes em solugfes contendo lactato de sddio depende
principalmente da atividade de agua do produto, temperatura de armazenamento e em menor
extensdo da quantidade de nitrito no produto (MBANDI; SHELEF, 2001).

Sao diversos mecanismos de acdo propostos para o lactato de s6dio, os mais
aceitos sdo: o efeito bacteriostatico em fungdo da formacéo de acidos lipofilicos de atividade
fraca que atravessam a membrana se dissossiam e acidificam o citosol da célula bacteriana. O
outro mecanismo seria a capacidade do lactato de sédio diminuir a atividade de agua do
alimento (SCANNELL et al, 2000).

Scannell et al. (2000) combinaram lactato de sédio a 2% com bacteriocina
produzida por Lactococcus lactis e conseguiram inibir Clostridium perfringens em linguica
frescal suina. A associacao do lactato de sédio com diacetato de sodio proporcionou um efeito
inibitorio de Salmonella Enteritidis em carne bovina e queijos (MBANDI; SHELEF, 2000;
SILVA, 2011).

Grosulesco et al. (2011) relataram que o efeito inibitorio desse aditivo foi eficaz
na inibicdo da L; monocytogenes em mortadela tipo bologna, sendo que a temperatura foi

determinante para a eficicia do tratamento.
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Resumo

Produtos carneos prontos para consumo contaminados por Listeria monocytogenes sdo importantes
fontes de listeriose humana, pois suportam a multiplicacdo da bactéria e apresentam uma longa vida de
prateleira. Deste modo, faz-se necessario estudos que contribuam com as informacgdes sobre a
contaminacgdo por L. monocytogenes em produtos carneos prontos para consumo, possibilitando o
desenvolvimento de novas estratégias para controle deste patdgeno nos respectivos produtos. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia de L. monocytogenes em presunto suino e peito de
peru fatiados. Um total de 90 amostras de presunto suino e 90 amostras de peito de peru foram
adquiridas em redes de supermercados de Salvador-BA e investigadas em relagdo & presenca do
patdgeno. Foi observado uma incidéncia de L. monocytogenes em 2,2% das amostras de presunto e
3,3% das amostras de peito de peru. Os isolados pertenciam ao sorotipo 1/2a, sorotipo implicado nos
surtos de listeriose. Apesar dos esforgos verificados junto as indUstrias de alimentos para erradicagdo
da L. monocytogenes em produtos carneos prontos para consumo, verifica-se ainda que é necessarias a

adogdo de métodos mais rigorosos para o controle de L. monocytogenes nesses produtos.

Palavras-Chaves: Seguranca de alimentos, produtos carneos prontos para consumo, Listeria
monocytogenes.

Abstract

Ready-to-eat meat products contaminated with Listeria monocytogenes are important source
of human listeriosis because support the multiplication of bacteria and have a long shelf life.
Thus, it is necessary studies to increase the information on L. monocytogenes in ready-to-eat
meat products, enabling the development of new strategies to control this pathogen in these
products. The aim of this study was to evaluate the occurrence of L. monocytogenes in ready-
to-eat sliced pork ham and sliced turkey breast . A total of 90 samples of pork ham and 90
samples of turkey breast were purchased in supermarket of Salvador, BA. The results

demonstrate that 2.2% of sliced pork ham and 3.3% of sliced turkey breast were contaminate



with pathogen. The isolates belonged to serotype 1/2a, a serotype involved in listeriose
outbreaks. Despite efforts to eradicate L. monocytogenes in ready-to-eat meat products by
food industry, still is necessary the use of more rigorous methods to control the bacteria in

these products.

Keywords: Food safety, ready-to-eat meat products, Listeria monocytogenes.

Introducéo

Listeria monocytogenes é um dos principais patogenos de origem alimentar,
responsavel por causar listeriose em humanos e animais. Embora possua baixa incidéncia
(Berrang et al. 2005; Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007), a listeriose representa a segunda
maior causa de Obitos por infecgdes alimentares (Wiedmann, 2002), com alta taxa de
mortalidade e a mais elevada taxa de internacao hospitalar, entre todos os agentes patogénicos
de origem alimentar (Silva 2007; Zhang et al., 2004).

De acordo com Centers for Diseases Control and Prevention (CDC) estima-se que nos
Estados Unidos anualmente 1.600 pessoas fiquem gravemente enfermas com listeriose e
dessas 260 evoluam para 6bito. No Brasil, por ndo se tratar de uma doenca de notificacdo
obrigatdria, sdo escassas as investigacdes sobre a ocorréncia de listeriose em humanos (Blum-
Menezes 2013; Martins 2009).

E provavel que a maioria dos casos humanos esporadicos de listeriose tenham como
mecanismo de transmiss@o da L. monocytogenes os alimentos (Hofer et al. 2006). A presenca
constante e assintomatica da Listeria em animais os torna disseminadores da bactéria para o
ambiente. Embora ndo pertenga & microbiota normal de animais saudaveis ou homem é uma
bactéria que contamina ambiente e alimentos, geralmente durante a fermentacéo,

processamento, armazenamento e até mesmo embalagens de alimentos. Isto inclui a maioria



dos produtos prontos para consumo, como leite e queijos (principalmente o queijo de massa
macia), frios (diferentes tipos de carnes), cachorros-quentes, mariscos e diversas guloseimas
(Bersot 2004; Carlton et al. 2005).

Produtos carneos prontos para consumo contaminados por L. monocytogenes sao
importante fonte de listeriose humana, pois suportam a multiplicacdo da bactéria, apresentam
uma longa vida de prateleira, quando refrigerados, e sdo frequentemente consumidos sem
cozimento prévio (11si,2005). Nesse contexto, diversos surtos foram atribuidos a este grupo de
alimentos, na Inglaterra, Franca e muitos locais dos Estados Unidos (Swaminathan e Gerner-
Smidt 2007; Todd e Notermans 2011).

Produtos carneos prontos para consumo, como presunto, mortadela, salame e outros,
frequentemente sdo contaminados por microrganismos patogénicos resistentes ao sal e
capazes de se multiplicar durante o armazenamento em refrigeracdo. Por se tratar de um
microrganismo com capacidade de crescimento durante a refrigeracdo a populacdo de L.
monocytogenes no alimento pode aumentar para 10° — 10® UFC/g, e se consumido por idosos,
gestantes e individuos imunodeprimidos, podem ser potencialmente letais (Beumer e
Hazeleger 2003; Camargo 2011).

No Brasil, 0 Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), em 2009,
criou o programa de Controle de L. monocytogenes em Produtos de Origem Animal Prontos
para Consumo, cujo objetivo consiste em instituir procedimentos de controle da bactéria nos
respectivos produtos e tem como objetivo monitorar e assegurar a inocuidade dos mesmos em
relacdo a este patogeno (Brasil, 2009).

Deste modo, faz-se necessario estudos que contribuam com informagdes sobre a
presenca de L. monocytogenes em produtos carneos prontos para consumo, possibilitando o

desenvolvimento de novas estratégias para controle deste patdgeno nos respectivos produtos.



O objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia de L. monocytogenes em presunto suino

e peito de peru fatiados.

Materiais e Métodos

Amostragem e procedimentos laboratoriais

As amostras de peito de peru e presunto suino fatiados de marcas comerciais e lotes
distintos,foram adquiridas em supermercados de Salvador-BA, no periodo compreendido
entre fevereiro e dezembro de 2014, ndo foram inclusos produtos nas versfes light e
defumada. Foram coletadas 180 amostras no total, sendo 90 de peito de peru e 90 de presunto
suino fatiado, em porcdes aproximadas de 100g, obtidas em condi¢cdes semelhantes a de

consumo, e transportadas até ao laboratorio em uma caixa isotérmica com gelo reciclado.

Investigacdo de Listeria monocytogenes em presunto e peito de peru fatiados

Para isolamento de L. monocytogenes foi seguida a metodologia descrita pela
International Standard da ISO 11290-1. 25 g de cada amostra foram pesadas em capela de
fluxo laminar (Labconco Corporation, Labconco Purifier classe Ilb, escape total, modelo
36210-04, certificada ISO 9002, Kansas City, MO, EUA) e homogeneizada em 225 ml de
caldo de enriquecimento primario (caldo Fraser em % concentracdo) (Merck, S&o Paulo, SP,
Brasil), em stomacher (240 bpm; modelo ITR 1204, série 126, S&o Paulo, SP, Brasil) por 120
segundos e seguiu-se a incubacdo do homogeneizado a 30°C por 24 h. Posteriormente, 0,1
mL do caldo foi transferido para 10 mL do meio de enriquecimento secundario, caldo Fraser

(Merck, Séo Paulo, SP, Brasil). Dos tubos que demonstraram escurecimento, uma aliquota de



0,1 ml foi adicionada a superficie do 4gar ALOA Listeria (Biomérieux, Sao Paulo, Brasil), e
as placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 24- 48h (Ottaviani et al. 1997). Apoés
essa etapa, 3-5 colonias caracteristicas (azuis, de diametro inferior a 3 mm, com halo opaco)
foram selecionados para confirmagcéo.

Para confirmacdo de L. monocytogenes foram realizados os testes da catalase, Gram,
motilidade em SIM (Difco, Detroit, MI, EUA), atividade hemolitica em agar sangue de
carneiro (Columbia Agar suplementado com 5% de sangue de cavalo desfibrinado, Himedia,
Sdo Paulo, SP, Brasil), e teste de fermentacédo de carboidratos (Seeliger e Jones 1986; Pagotto
et al. 2001).

Uma cepa de referéncia L monocytogenes Scott A (sorotipo 4b), ATCC 15313, foi

usada para controle positivo.

Sorotipagem

Para a sorotipagem, foram usados os antissoros somatico policlonal e flagellar como

descrito por Seeliger e Hohne (1979).

Confirmacao das cepas isoladas por PCR Multiplex

Os isolados de L. monocytogenes foram estocados em caldo infusdo de cérebro e
coragdo (BHI, Difco, Detroit, MI, USA) com 10% de glicerol estéril a -80°C. Posteriormente,
os isolados foram recuperados por inocula¢do por estrias na superficie de placas com éagar
BHI e foram entdo incubados “overnight” a 37°C. As células foram colhidas e suspensas em
500 pL de 1 x Tris-EDTA, agitadas em vortex e levadas a ebulicdo por 10 min. As amostras
foram centrifugadas, e o sobrenadante foi distribuido em tubos de microcentrifuga. As

amostras foram entdo estocadas a -20°C até o uso. As condi¢fes da PCR multiplex e os



iniciadores utilizados s@o sumarizados na Tabela 1. Os fragmentos amplificados foram
sujeitos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com solucédo de brometo de ethidium
(10 mg/mL) (Sigma, Sao Paulo, Brazil) e visualizados em um transiluminador UV acoplado a
um sistema digital de imagem (Kodak EDAS 290). Cepas padrBes de L. monocytogenes, ou
ATCC 19115 (sorotipo 4b), ATCC 19111 (sorotipo 1/2a), ATCC 19112 (sorotipo 1/2c) e
CDC F4976 (sorotipo 1/2b), foram usadas como controle positivo e L. innocua ATCC 12612

foi usada como controle negativo.



Tabela 1. Iniciadores, tamanho dos amplicons e condi¢des de amplificacdo na analise de PCR para marcadores genéticos investigados no estudo

Primers Sequéncia (5°-3") Determinante Amplicons Amplification conditions Referéncia
F = GGGGAACCCACTATCTTTAGTC ] - 95°C (1min.), 62°C (1min.),
23S rRNA R = GGGCCTTTCCAGACCGCTTCA Género Listeria 239 pb 72°C (1min.) Hudson et al. 2001
F= CGATATTTTATCTACTTTGTCA _ 95°C (30sec.), 56°C .
D1 R= TTGCTCCAAAGCAGGGCAT Diviséo I ou 11l 214 pb (30sec.), 72°C (1min.) Borucki e Call. 2003
F = GCGGAGAAAGCTATCGCA . 95°C (30sec.), 56°C .
D2 R = TTGTTCAAACATAGGGCTA Divisao Il 140 pb (30sec.), 72°C (1min.) Borucki e Call. 2003
(o] H 0 1
ORF2110 F = AGTGGACAATTGATTGGTGAA Sorotipo 4b 597pb ggog gm:ﬂg 60°C (IMIN). b oumith et al. 2004
R = CATCCATCCCTTACTTTGGAC '
L. monocytogenes 0 : o :
Imo0737 F= AGGGCTTCAAGGACTTACCC sorovares 1/2a, 1/2c,3ae  691pb ggog((llrm'n”j)v 60°C (Imin.), 5o imith et al. 2004
R= ACGATTTCTGCTTGCCATTC 3¢ '
0 1 0 1
Imo1118 F=AGGGGTCTTAAATCCTGGAA ;orrg\?;‘fezyij’gggegc 906 pb 320&(11&'””5)’ 60°C (IMiN). - boumith et al. 2004
R= CGGCTTGTTCGGCATACTTA '
_ L. monocytogenes . .
F=AGCAAAATGCCAAAACTCGT 95°C (1min.), 60°C (1min.), .
ORF2819 R= CATCACTAAAGCCTCCCATTG Zcéroevzges 1/2b, 3b, 4b,  471pb 72°C(1min.) Doumith et al. 2004
- 0 H 0 H
hly F = GCCTGCAAGTCCTAAGACGCCAATC Listeriolising O 706 pb 95°C(1min.), 62°C (IMiN.), (o ot o00g

R=CTTGCAACTGCTCTTTAGTAACAGC

72°C(1min.)




Resultados e Discussao

Foram isoladas inicialmente um total de 73 coldnias caracteristicas, provenientes de 39
amostras, sendo que destas 19 foram originadas das amostras de presunto suino e 20 de peito
de peru.

Apols as provas de caracterizacdo fenotipicas e bioguimicas um total 10 (5,6%)
amostras foram positivas para Listeria monocytogenes, sendo 6 (6,6%) de presunto suino
fatiado e 4 (4,4%) de peito de peru fatiado. Entretanto, apos a etapa de confirmacdo foram
confirmadas 2 amostras positivas para L. monocytognes e 4 positivas para L. innocua em
presunto suino e 3 amostras positivas para L. monocytogens e 1 amostra positiva para
Ivanovii. Os resultados estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Isolamento de Listeria spp. de produtos carneos fatiados prontos para 0 consumo

em Salvador-Ba entre fevereiro e dezembro de 2014.

Isolado Alimento Espécie de Listeria Sorotipo
A6 Peito de Peru L. monocytogenes 1/2a
Al4 Peito de Peru L. innocua 6a
A21 Peito de Peru L. monocytogenes 1/2a
A58 Peito de Peru L. monocytogenes 1/2a
B3 Presunto suino L. innocua 6a
B4 Presunto suino L. innocua 6a
B6 Presunto suino L. monocytogenes 1/2a
B21 Presunto suino L. monocytogenes 1/2a
B43 Presunto suino L. innocua 6a

B54 Presunto suino L. innocua 6a




Os cinco isolados obtidos no estudo foram identificados como L. monocytogenes
pertencente ao sorotipo 1/2a. A analise de PCR multiplex com alvo no gene listeriolisina O
(hly) da L. monocytogenes recuperada dos produtos carneos, confirmou a potencialidade da
viruléncia dos isolados.

Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos encontrados por Martins e
Germano (2011) que verificaram uma incidéncia de L. monocytogenes igual a 0,8% e de
Listeria spp, 1,5% em presunto suino. De acordo com o0s autores, o resultado é um indicador
da eficacia do tratamento térmico e das boas préaticas de controle ambiental adotada pela
industria durante 0 manuseio do produto ap6s o cozimento. Vale ressaltar que os autores ndo
trabalharam com amostras fatiadas para comercializacdo. Os autores ressalvaram que a
frequéncia da contaminacdo por L. monocytogenes foi equivalente entre presunto suino e
salame quando comparados ao tempo de vida Gtil. No entanto, independentemente do periodo
de vida atil o salame mostrou diferencas significativas quanto a presenca de L.
monocytogenes, quando comparado com as amostras de presunto (Martins e Germano, 2011).

Em estudo recente conduzido por Fai et al. (2013) cujo objetivo foi avaliar a
ocorréncia de Listeria spp. em presunto suino cozido sem capa de gordura, mantido sob
temperatura de refrigeracdo, comercializado em supermercados de Fortaleza (CE), os autores
encontraram indice de isolamento de L. monocytogenes bem superior ao do presente estudo,
ou seja, 42,50%.

Mottin (2008) em Porto Alegre observou que dos produtos carneos investigados
denominados apresuntados, pertencentes a trés estabelecimentos comerciais, todos
apresentaram amostras positivas para L. monocytogenes (A=4%; B=2%; C=1%).

Aragon-Alegro et al. (2008) verificaram que de um total de 120 amostras de presunto
suino fatiado, carne moida e salsicha, Listeria spp. foi encontrada em 26 (65,0%) amostras de

presunto cozido fatiado, 39 (97,5%) de carne moida e 16 (40,0%) de salsicha, segundo os



autores, o maior percentual de isolamento de L. monocytogenes e outras especies, como L.
innocua, L. seeligeri e L. welshimeri foram encontradas em presunto fatiado e carne moida.

Sakate et al., (2003) isolaram L. monocytogenes de salames fatiados pertencente ao
sorotipo 1/2a, semelhante ao sorotipo isolado no presente estudo. Kovacevic et al. (2013)
também investigaram a ocorréncia de Listeria spp. e L. monocytogenes em produtos prontos
para consumo a base de peixe e carnes vermelhas, no varejo de VVancouver, British Columbia
(BC) e encontraram 5% das amostras de peixe contaminadas com a bactéria, os isolados
pertenciam aos sorotipos 1/2a e 1/2b.

No estudo conduzido por Jamali et al. (2013) cujos objetivos foram determinar a
prevaléncia de L. monocytogenes em alimentos prontos para consumo, os autores verificaram
que das 396 amostras de alimentos analisadas, Listeria spp. foi detectada em 71 (17,9%) |,
sendo que destas 45 (11,4%) foram positivas para L. monocytogenes. Entre os alimentos
estudados as saladas e legumes tiveram a maior prevaléncia (14,7%), seguidos dos produtos
de frango (13,2%), bebidas (10%), ovos e produtos de ovos (9,5%), carne bovina (6,7%) e de
frutos do mar (6,7%).

Embora alimentos crus tenham apresentado maior incidéncia de contaminagéo por L.
monocytogenes (Mantila et al., 2007; Vitas et al., 2007) com consideravel crescimento da
contaminacdo em vegetais (Jamali et al., 2013). Os produtos carneos prontos para consumo
ainda despertam elevada preocupacdo por serem consumidos sem tratamento prévio, como
tambem por serem fonte de contaminagdo para o local de comercializacdo, principalmente
quando fatiados.

Acredita-se que um dos motivos da baixa incidéncia de L. monocytogenes nos
produtos estudados esteja associado a baixa quantidade de gordura, considerando que o
acumulo de gordura pode favorecer a propagacdo e proteger as células de Listeria (Martins e

Germano 2011).



A baixa incidéncia do patégeno nos alimentos estudados, pode ser resultante do
cumprimento a Instrucdo Normativa N° 9, de 8 de abril de 2009, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que visa assegurar a auséncia de L. moncytogenes em
produtos carneos prontos para consumo. De acordo com a respectiva instrugdo normativa,
produtos carneos prontos para consumo devem ser submetidos a analises periodicas nos
laboratdrios de referéncia, e em situacdo de contaminacdo o produto deve ser reprocessado,
desde que o procedimento aplicado assegure a destruicdo do microrganismo (BRASIL, 2009).

Durante o processo de aquisi¢do dos produtos, foi observado que em muitos dos
estabelecimentos que comercializam presunto suino e peito de peru, os fatiadores eram
especificos para cada produto, fator considerado positivo, uma vez que evita a ocorréncia de
contaminacdo cruzada na etapa de fatiamento.

Estudos sugerem que maquinas de corte sdo importantes meios de veiculacdo de
listeria monocytogenes, com alto risco de exposicdo associado com o consumo das primeiras
fatias processadas em um fatiador de frios contaminado. Essa premissa € baseada no fato de
que foram detectados maiores contagens de L. monocytogenes (20 e 1900 UFC/g) nas fases
iniciais da vida de prateleira, enquanto que as amostras que foram positivas para L.
monocytogenes em fases tardias da vida de prateleira tiveram contagem de <10 UFC/g
(Martins e Germano, 2011).

Para minimizar esse risco, sd0 necessarias rigorosas praticas de higiene e controle
(Martins e Germano, 2011). Deste modo, sugere-se que a manipulacdo e fatiamento de
produtos constituem um ponto adicional de contaminagdo dos alimentos, devendo ser
otimizados os protocolos de higienizacdo nesses setores do comércio para aumentar a
seguranca dos produtos processados (Mottin, 2008).

Alguns autores tem relatado isolamento de L. monocytogenes de produtos carneos;

salames fatiados (Sakate et al., 2003; Borges et al., 1999), salsichas do tipo hot dog (Andrade



et al., 2014), carne moida (Andrade et al., 2014) no Brasil. Entretanto, ainda sdo poucos 0s
estudos no Brasil e na América do Sul sobre a ocorréncia de L. monocytogenes em embutidos
carneos fermentados, fatiados, embalados a vacuo.

Devido as caracteristicas de producdo e armazenamento, produtos carneos prontos
para consumo sdo veiculadores potenciais de Listeria monocytogenes ao ser humano,
principalmente a individuos imunodeprimidos, idosos e gravidas, levando a disfungdes
gastrintestinais e neuroldgicas, e até mesmo ao Obito (Sakate et al., 2003).

A presenca da contaminacdo por L. monocytogenes demonstra a necessidade de
estudos em nivel nacional, da presenca desta bactéria em produtos carneos prontos para
consumo. Por conseguinte auxiliar os 6rgdos governamentais de fiscalizacdo a adotarem
niveis maximos permitidos de L. monocytogenes nestes alimentos, e as industrias e comércio
a implementarem medidas de controle higiénico-sanitdrio como as Boas Praticas de
Fabricacdo e sistemas como o Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle , garantindo,

assim, um produto seguro para a saude do consumidor.

Concluséao

A ocorréncia de L. monocytogenes sorotipo 1/2a nos alimentos investigados € um dado
preocupante e indica que apesar dos esforcos para erradicacdo da L. monocytogenes em
produtos carneos fatiados prontos para consumo, ainda sdo necessarias medidas mais
rigorosas para 0 controle da contaminacdo. Os estudos publicados na literatura
concomitantemente com os resultados obtidos no presente estudo demonstram que mesmo
com os esforcos dos Orgdos responsaveis por fiscalizar produtos carneos prontos para

consumo a erradicacdo da L. monocytogenes, ainda € um desafio.
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Resumo

O surgimento de cepas resistentes aos agentes antimicrobianos disponiveis para o controle da
bactéria, associado & exigéncia dos consumidores por alimentos mais naturais, sem
conservantes quimicos e com longa vida (til, tornou-se um problema critico para a industria
de alimentos. Deste modo, faz-se necessario estudos que contribuam com as informacfes
sobre a contaminacgdo por L. monocytogenes em produtos carneos prontos para consumo e o
desenvolvimento de novas estratégias para controle do patégeno. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a eficicia de antimicrobianos no controle da contaminacdo utilizando o
bacteriéfago P100, nisina e lactato de sodio, em separado e em combinacédo. Para tal, por¢des
individuais das amostras de presunto suino foram submetidas ao tratamento e posteriormente
contaminadas com L. monocytogenes 1/22 isolada anteriormente do presunto suino,
combinada com a cepa Scott-A (4b) na proporcdo 1:1 e submetidas por 15 min aos
tratamentos. Verificou-se uma ades&o aproximada de 10° células/mL do microrganismo no
produto. O tratamento com o bacteriéfago P100 levou a completa erradicacdo da bactéria, RD
média igual a 3,23; o tratamento com nisina, 1,7 RD; e o tratamento com lactato de sodio,
1,13 RD. A combinacéo dos antimicrobianos levou aos seguintes resultados: nisina e lactato
de sédio, 1,4 RD; nisina e bacteriéfago P100, 2,4 RD. Pode-se observar que a nisina melhorou
o efeito do lactato de sédio, mas ndo do fago P100. Apesar dos esforcos das industrias de
alimentos para erradicacdo da L. monocytogenes em produtos carneos prontos para consumo,
verifica-se ainda que é necessaria a ado¢do de métodos mais rigorosos para o controle de L.

monocytogenes nesses produtos, e o uso do bacteriéfago P100 deve ser recomendado.

Palavras-chave: Antimicrobianos, alimento seguro, produtos carneos, Listeria

monocytogenes



Abstract

The emergence of strains of the bacteria resistant to antimicrobials linked to consumer
demand for more natural foods, without chemical preservatives and with long shelf life, has
become a critical issue for the food industry. Thus, it is necessary studies to increase the
information on L. monocytogenes in ready-to-eat meat products, enabling the development of
new strategies to control this pathogen in these products. The aim of this study was to
evaluate the efficacy of antimicrobial in the control of the contamination using the
bacteriophage P100, nisin and sodium lactate, separately and in combination. To this end,
individual portions of the samples of pork ham were contaminated with L. monocytogenes
1/2a previously isolated of the product (inoculum of approximately 10° cells/ml) for 15 min.
Was verified an adhesion of 10° cells/mL of the microorganism in the product. The treatment
with bacteriophage P100 resulted in complete eradication of the bacteria, mean of 3.23 RD,;
nisin treatment, 1.7 RD; and sodium lactate, 1.13 RD. The combination of antimicrobials
resulted in the following decimal reductions: nisin and sodium lactate, 1.4 RD; nisin and
phage P100, 2.4 RD. It can be observed that nisin improved the effect of sodium lactate, but
not of the phage P100. Despite efforts to eradicate L. monocytogenes in ready-to-eat meat
products by food industry, still is necessary the use of more rigorous methods to control the

bacteria in these products, and the use of bacteriophage P100 must be recommended.

Keywords: Antimicrobials, food safety, meat products, Listeria monocytogenes

Introducéo

A primeira ligagdo conclusiva da Listeria monocytogenes com um surto de origem a
alimentar foi em 1981, estimulando pesquisas para determinar a onipresenga do

microrganismo e sua forma de transmissdo. Desde entdo, L. monocytogenes vem ganhando



reconhecimento como um importante patdgeno veiculado por alimentos (Todd e Notermans,
2011).

O surgimento de bactérias patogénicas resistentes a maioria dos agentes
antimicrobianos disponiveis, associado a exigéncia dos consumidores por alimentos mais
naturais, sem conservantes quimicos e com longa vida util, tornou-se um problema critico
para a induastria de alimentos moderna. Essa realidade veio abrir fronteiras para a aplicacdo de
substancias Geralmente Reconhecidas como Seguras (GRAS), como é o caso das
bacteriocinas, bacteriéfagos e acidos organicos de cadeia curta (Carlton et al., 2005; Hagens,
2009; Nascimento et al., 2008).

Apesar do avanco na tecnologia de barreiras (barreiras de Leistener), a preservacao de
alimentos esta ainda em debate, ndo apenas nos paises desenvolvidos (onde a implantacdo das
tecnologias para preservacdo € claramente necessaria), mas também para o mundo
industrializado. O conceito da tecnologia de barreiras tem sido aplicado na industria de
alimentos como um caminho racional, ap6s a observacdo de que a sobrevivéncia de
microrganismos decresce grandemente quando eles sdo confrontados com multiplos fatores
antimicrobianos (Leistner, 1978; Leistner e Gorris, 1995).

Atualmente, a aplicacdo de bacteriocinas como parte de tecnologias de barreiras tem
ganhado atencdo. Varias bacteriocinas mostram efeitos aditivos ou sinergico quando usadas
em combinacdo com outros antimicrobianos, incluindo preservativos quimicos, compostos
fenolicos naturais, assim como outras proteinas antimicrobianas. A efetividade de
bacteriocinas é muitas vezes ditada pelos fatores como pH, temperatura, composi¢ao e
estrutura do alimento, assim como a microbiota alimenticia. (Galvez et al., 2007).

A utilizagdo dos sais de &cidos organicos vem sendo bem documentada (Knight et al.,
2007). Entretanto, poucas informagdes sobre o efeito da combinagéo dessas substancias com

outros antimicrobianos na sobrevivéncia e crescimento de L. monocytogenes.



Alguns estudos tem demonstrado o efeito sinérgico do bacteriofago P100 combinado
com nisina (Leverentz et al., 2003). O uso simultaneo de bacteriocinas com outros agentes
antimicrobianos pode ser util ndo apenas para diminuir a dose da bacteriocina adicionada, mas
também para evitar um novo crescimento de células adaptadas ou resistentes a bacteriocina.
Nesse contexto, emerge a necessidade de estudos que avaliem o potencial antimicrobianos
desses agentes isolados e em combinacdo para reducdo de um determinado patdégeno em

alimentos.

Materiais e Métodos

Determinacio do titulo do bacteriofago P100 (LISTEX ™P100)

Para a determinacdo do titulo do bacteriéfago P100 utilizou-se o protocolo da EBI

Food Safety, recomendado por Hagens e Offerhaus (2008).

Preparo das cepas bacterianas para inoculagao

A cepa L. monocytogenes, sorotipo 1/2a, isolada e previamente de presunto suino, e
uma cepa L. monocytogenes Scott A( sorotipo 4b), ATCC 15313, foram reativadas em caldo
triptona de soja com 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE), com incubacdo a 37°C por 24
horas. Seguindo a incubacdo a cultura foi centrifugada a 3600 x g por 5min em
microcentrifuga (Microcentrifuga Digital Spectrafuge 24D, Ref./Mod.: C2400-24D. Marca
Labnet, S&o Paulo, SP, Brasil) e o “pellet” resultante foi lavado por 2 vezes e suspenso em
tampéo fosfato (PBS, ph 7,0), e diluido com &gua peptonada para ajuste em 0,5 pontos na
escala de McFarland (103UFC/mL). Para a inoculagdo no alimento, o inéculo foi diluido até a

concentracdo de 10*UFC/mL (Carlton et al., 2005) e a populagdo de L. monocytogenes foi



confirmada através do plagueamento de 100 uL da suspensédo da cultura em agar ALOA com

incubacdo a 35 + 1°C por 48 horas (adaptado de Upadhyay et al., 2013).

Inoculacdo de L. monocytogenes em presunto suino cozido e fatiado e uso dos

tratamentos com os antimicrobianos

Um total de doze porg¢des de presunto suino (25 + 0,5g cada) foram pesadas em cabine
de fluxo laminar (Labconco Corporation, Labconco Purifier Class Ilb, Total Exhaust, model
36210-04, certified 1SO 9002, Kansas City, MO, USA), transferidas para placas de Petri e
deixadas 15 minutos, cada lado, exposto a luz ultravioleta, para redugé@o da carga microbiana
inicial. Posteriormente, os tratamentos com 700 pL de nisina na concentracdo de 50 pg/L- NI
(Kaur e Malik, 2013), 700 uL de lactato de sodio a 2% (p/v) - LS e 1000 pL do bacteriéfago
P100 (Carlton et al., 2005) (titulo de 1,5 x 10’ Unidades Formadoras de Placas/mL) - FA
foram adicionados, separadamente e usando a combinagdo nisina e lactato de sodio (1:1) -
LSNI e nisina e bacteriéfago (1:1) — FANI na superficie de cada amostra, e espalhados com
alcas de Drigalski estéreis. Para o controle foram utilizados 700 pL de agua destilada estéril
no lugar dos antimicrobianos. As fatias de presunto tratadas foram deixadas por 15 minutos
em cabine de fluxo laminar para permitir que as solucdes fossem absorvidas. As superficies
tratadas foram inoculadas com 1mL do inoculo da cepa de L. monocytogenes, sorotipo 1/2a
(Tang et al., 2013) e deixadas por mais 15 min. em cabine de fluxo laminar para permitir a
adesdo bacteriana (Soni et al., 2009). Apds a etapa de adesao, as amostras denominadas do dia
zero foram submetidas as analises para contagem da bactéria, e as amostras referentes ao dia 3
(prazo de validade do produto) foram armazenadas a 7°C e submetidas a enumeracao de L.

monocytogenes apos 72 horas.



Enumeracédo de L. monocytogenes inoculada artificialmente em presunto suino apos os

tratamentos.

Cada amostra tratada e controle (tempo zero e 72 horas) foram homogeneizadas com
250 mL de &gua peptonada tamponada, por 2 min, em homogeneizador do tipo stomacher
(240 bpm; modelo ITR 1204, série 126, Sdo Paulo, SP, Brasil). Posteriormente, 100 uL de
cada homogeneizado foram inoculados na superficie do &gar Aloa, seguido de incubagdo a
37°C por 24 horas, e a contagem das col6nias caracteristica (colénias azuis-esverdeadas com
halo opaco) foi efetuada em placas contendo entre 30 e 300 UFC. O valor médio das
contagens foi expresso como UFC/g. Os tratamentos das amostras com Seus respectivos
controles foram realizados por trés vezes, sendo as contagens das Unidades Formadoras de

Col6nias (UFC) obtidas sempre em duplicata e expressas como valor médio das contagens.

Andlise dos dados

Todas as contagens obtidas foram convertidas em logaritmos e o nimero de reduc¢des
decimais (RD) foi calculado através da diferengca entre a contagem inicial das células
(controle) e a contagem das células obtida apds os tratamentos. O experimento foi conduzido
em esquema de parcelas subdivididas, tendo nas parcelas os cinco tratamentos e o controle, e
nas subparcelas, dois periodos (tempo zero e 72 horas). Para a avaliacdo estatistica foi
utilizada a anélise de variancia ANOVA e o teste de Tukey para determinar a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) nos valores médios das contagens
microbianas obtidas apos os tratamentos. Para a analise estatistica utilizou-se o software Excel

e PAST.



Resultados e Discussao

Titulo do Bacteriofago

O principio do método de determinacéo do titulo do bacteriéfago € baseado no fato de
que ap6s a etapa de infeccdo da bactéria hospedeira por bacteriofagos liticos ocorre a
replicacdo do virion e as células infectadas da bactéria rompem-se (lise) e liberam particulas
fagicas que sdo adsorvidos pela célula adjacente e uma nova progénie fagica é liberada para
infectar novas células hospedeiras, caracterizando o ciclo litico. O namero de lises fornece um
numero estimado de particulas de fago. A formacdo do halo ou placas de lise determina a
sensibilidade da bactéria ao fago e o numero de halos determinara o titulo do mesmo (Pelczar

Jretal., 1987).

A importancia da determinacdo do titulo do bacteriéfago deve-se ao efeito dose-
dependente comprovados por ensaios conduzidos por Carlton et al. (2005), Soni et al. (2009)
e Vermeiren et al. (2007).

O titulo do bacteri6fago P100 no presente estudo foi da ordem de 1,5 x 10" UFP/ml.
Experimento conduzido por Vermeiren et al., (2007), com uma concentragéo de 10’ UFP/cm?,
comprovou a eficacia do bacteriéfago na reducdo de L. monocytogenes em presunto cozido.
Estudo toxicoldgico, realizados em ratos, comprovou que uma dose elevada de P100 em até 5
x 10" UFP/mL foi bem tolerada, sem mortalidade, morbidade, ou alteracdes histopatoldgicas

(Carlton et al.,2005).



Adesao de L. monocytogenes em presunto suino cozido e fatiado

A utilizacdo do inéculo de L. monocytogenes na concentracdo de 10* UFC/mL foi
baseada nas recomendacdes de Carlton et al. (2005), visando a obtencdo de uma populacéo
final de L. monocytogenes (ap6s a adesdo) de aproximadamente 10° UFC/g no produto. A
populacdo de L. monocytogenes ap6s a adesdo no alimento foi de 3,1 x 10+ 2,1 UFC/g (4,49 +

0,1 ciclos log).

A populacdo de L. monocytogenes, apos a etapa de adesdo, nas amostras de presunto
suino as 0 e 72 horas estdo demonstradas na Tabela 1.
Tabela 1. Contagem (UFC/g) de Listeria monocytogenes inoculadas artificialmente em

presunto suino, mantidos a 7°C.

Tempo
0 horas 72 horas
Repeticéo

UFC/g Log UFCl/g UFC/g Log UFCl/g

12 5,2 x 107 2,7 1,8 x 10° 3,3

22 8,3 x10° 2,9 1,6 X 10° 32

3 7.9 x 102 29 1,7 x10° 3,2
Média 7,13 x 10° +1,69 2,8+0,11 1,7 x10%+0,1 3,23+ 0,06

+ desvio-padrdo

Observa-se que o valor médio da contagem de L. monocytogenes apds a etapa de
adesdo foi de 7,13 x 10° UFC/g, o que corresponde a 2,8 ciclos logaritmicos. Apés 72 horas
(dia 3) verificou-se um aumento de 0,43 ciclos logaritmicos de L. monocytogenes no presunto
suino, o que ja era esperado considerando-se o carater psicrotréfico da bactéria. Deste modo
reforca-se que os alimentos contaminados por L. monocytogenes ndao possuem na refrigeracéo
uma medida de controle, pois a bactéria tende a crescer nesta condi¢do, podendo atingir niveis

suficientemente altos para provocar listeriose nos individuos que venham a consumir 0



alimento. A bactéria é capaz de sobreviver em condi¢bes de frio e pode realmente se
multiplicar, mesmo que lentamente, em refrigeracdo (Schmid et al., 2009).

Em estudo com queijos de massa macia (queijo do tipo minas frescal e do tipo
Coalho), o periodo de 30 minutos foi suficiente para adesdo completa da bactéria. Apos sete
dias de refrigeracdo das amostras, os autores observaram um aumento da populacdo de L.
monocytogenes foi de aproximadamente 1 ciclo logaritmico (Silva et al., 2014).

Nos ensaios conduzidos por Rossi et al. (2010) realizados com linguica suina frescal
crua, os autores verificaram que a etapa de adesdo de 1 hora foi necessaria para adesdo
completa do microrganismo. Os autores também observaram que ap6s 10 dias sob
temperatura de refrigeracdo a populacéo de L. monocytogenes aumentou de 1 ciclo log.
Eficacia dos tratamentos antimicrobianos no controle L. monocytogenes inoculada

artificialmente em presunto suino cozido e fatiado.

Os resultados obtidos nos tratamentos com os antimicrobianos podem ser considerados
na Tabela 2.

Na Tabela 2 pode-se constatar a erradicacdo da populacdo de L. monocytogenes
inoculada artificialmente em presunto suino com o tratamento utilizando o bacteriéfago P100,
tanto 15 minutos apds o tratamento, como no dia 3 (72 horas pos-tratamento), ou seja, 0
tratamento com bacteriéfago P100 na concentragdo de 1,5 x 10 ' UFP/mL foi suficiente para
erradicar as células de L. monocytogenes inoculadas artificialmente no presunto suino sem
gordura.

Semelhante aos ensaios conduzidos por Silva et al.(2014) e Rossi et al. (2010), o
bacteriofago P100 reduziu em média 2,83 a 3,23 ciclos logaritmicos de L. monocytogenes na
amostra de presunto suino, o que foi suficiente para eliminar totalmente o microrganismo no

alimento.



Tabela 2. Reducdo na populacdo de L. monocytogenes apos tratamento com bacteridfago

P100.
Listeria monocytogenes Log 1o (UFC/Q)
Dia zero Dia trés
Repeticao
Controle  Tratamento RD Controle Tratamento RD
18 2,7 0,0 2,7 3,3 0,0 3,3
oa 2,9 0,0 2,9 3,2 0,0 3,2
38 2,9 0,0 2,9 3,2 0,0 3,2
Média 2,83+ 0,11 - 2,83+ 0,11 3,23+ 0,06 - 3,23+ 0,06

* desvio-padrdo.
RD - reducédo decimal

A metodologia utilizada no estudo, realizando o tratamento do alimento antes da etapa
de adesdo bacteriana pode ter sido importante para a erradicacdo da bactéria. Considerando
que a etapa de fatiamento é critica na contaminacao por Listeria monocytogenes em produtos
carneos fatiados, optou-se por realizar o tratamento antes da etapa de inoculacdo da bactéria,
diferentemente dos ensaios conduzidos por Silva et al. (2014) e Rossi et al. (2010). Os
resultados descritos na Tabela 2 permitem inferir que quando o fago é adicionado como
tratamento preventivo o mesmo dificulta a adesdo da bactéria ao alimento.

Vale ressaltar, que a eficacia das particulas do bacteriéfago em um determinado
substrato alimentar pode ser afetada pelo tipo de matriz (ou seja, liquido ou solido). Alguns
fatores podem comprometer a acdo do fago, como reducéo do teor de agua da superficie e
capacidade de certos fatores alimentares associados que levam a degradacdo estrutural das
particulas fagicas (Guenther et al., 2009; Hagens e Offerhaus, 2008).

Vermeiren et al. (2007) observaram que o tratamento com o bacteriéfago P100 na
concentracdo de 2x 10" UFP/mL resultou em uma reducéo média de 1,6 | og10 UFC/g nas

contagens de L. monocytogenes em amostras de filés de peixes, reducéo inferior a obtida no



presente estudo. Ainda, segundo os autores, quando se usou o fago na concentracéo 2 x 10°
UFP/mL de fago, houve uma ligeira reducdo da populagdo bacteriana (de 0,4 log;o UFC de L.
monocytogenes), que também diferiu significativamente do controle (p < 0,05).

Um estudo com presunto suino cozido inoculado artificialmente com L.
monocytogenes, demonstrou que a populacdo de L. monocytogenes aumentou em 3,77 logyo
UFC/g durante 27 dias de armazenamento do produto embalado a vacuo, enquanto que nas
amostras do mesmo presunto tratadas com P100 a uma concentragdo de 5x10° UFP/cm2 ou 1 x
10" UFP/cm2, a populacdo da bactéria aumentou em 3,18 e 0,91 log;, UFC/g, respectivamente.
Essa diferenca no efeito antilisterial entre as duas doses de P100 utilizadas, foi
estatisticamente significante (p < 0,05), segundo os autores. Esses resultados permitiram
concluir que o tratamento com 1x10" UFP/cm? do bacteriéfago foi mais eficiente para
controlar o crescimento de L. monocytogenes, ou seja, o0 efeito é dose-dependente (Vermeiren
et al., 2007). A Tabela 3 demonstra os resultados da acdo da bacteriocina nisina sobre

Listeria monocytogenes.

Tabela 3. Reducdo na populacdo de L. monocytogenes ap0s tratamento com a bacteriocina

nisina (50ug/L).

Listeria monocytogenes Log 1o (UFC/g)

Dia zero Dia trés
Repeticéo
Controle  Tratamento RD Controle Tratamento RD
12 2,7 2,4 0,3 3,3 2,1 1,2
oa 2,9 0,0 2,9 3,2 0,0 3,2
38 2.9 0,0 29 3,2 2,6 0,6

Média 2,83+0,11 0,8+1,38 203+15 3,23+0,06 1,57 +1,38 1,7+ 1,36

* desvio-padrdo.

RD - reducédo decimal



Os resultados obtidos no tratamento com a nisina demonstraram que em um dos
experimentos (experimento 2), tanto no dia zero como no dia trés (72 horas), a bacteriocina na
concentracdo usada (50ug/L) foi suficiente para erradicar a populacdo da bactéria. Ainda, no
dia zero, outra repeticdo demonstrou que o tratamento levou a erradicacdo da bactéria.
Entretanto esse padrdao nao foi observado nas outros repeticdes, e o valor médio da RD foi de
2,03 = 1,5 para o dia zero e de 1,57 + 1,38 para o dia 3, evidenciando desse modo que o
aumento populacional da bactéria afetou a eficacia do antimicrobiano.

O tratamento com o lactato de sodio reduziu o crescimento de L. monocytogenes em
todos as trés repeticbes (Tabela 4). O valor médio das reducdes foram de 0,37 e 1,13 ciclos
log nos dias zero e trés, respectivamente.

De acordo com Rilla et al. (2004) a eficiéncia das bacteriocinas depende do nivel de
contaminacdo do alimento pelo microrganismo alvo. Contaminacg6es elevadas comprometem
a atividade da bacteriocina, ndo impedindo o desenvolvimento do microrganismo deteriorante
ou patogénico.

Tabela 4. Reducdo da populacdo de L. monocytogenes apds tratamento com lactato de sddio

2% (p/v)
Listeria monocytogenes Log 1o (UFC/Q)
Dia zero Dia trés
Repeticéo
Controle  Tratamento RD Controle Tratamento RD
12 2,7 2,4 0,3 3,3 1,8 1,5
o8 2,9 2,7 0,2 3,2 2,3 0,9
38 2,9 2,3 0,6 3,2 2,2 1,0

Média 2,83+0,11 247+021 0,37+0,21 3,23+0,06 2,1+0,27 1,13+0,32

* desvio-padrdo.

RD - reducédo decimal



Esses resultados demonstram que o tratamento com o sal foi pouco eficaz. Resultados
diferentes foram relatados por Silva et al. (2014) que demonstraram que a aplicacdo de lactato
de sédio foi eficaz na reducdo dos niveis de contaminacdo por L. monocytogenes em queijos
de massa macia.

O presente resultado corrobora com Zhu et al.(2009) que verificaram que a adi¢do de
Lactato de sddio (2%) na formulacdo de peito de peru ndo conseguiu impedir o crescimento de
L. monocytogenes de crescimento durante o armazenamento refrigerado.

Os resultados referentes aos tratamentos combinados, nisina e lactato de sddio, e
nisina e bacteriéfago P100, estdo descritos nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 5. Reducdo na populacdo de L. monocytogenes ap0os tratamento com lactato de sddio

2%(p/v) e nisina (50 pg/L), na proporc¢édo 1:1.

Listeria monocytogenes Log 1o (UFC/Q)

Dia zero Dia trés
Repeticéo
Controle  Tratamento RD Controle Tratamento RD
12 2,7 2,4 0,3 3,3 2 1,3
0a 2,9 2,7 0,2 3,2 2 1,2
32 2,9 2,1 0,8 3,2 15 1,7

Média 2,83+ 0,11 24+0,3 043+£032 3,23+0,06 1,83 +0,24 1,4 +£0,26

+ desvio-padrdo.
RD - reducéo decimal

Quando combinados os tratamentos lactato de sédio 2%(p/v) e nisina (50 pg/L), foram
observados valores médios de reducbes decimais, tanto no dia zero como no dia trés,
inferiores ao tratamento isolado da bacteriocina. Entretanto, na comparagéo com o tratamento
com o lactato de sodio, observa-se que a combinagdo do sal com a bacteriocina levou a um

ligeiro aumento da RD, tanto no dia zero como no dia trés (Tabela 4 e Tabela 5).



Embora alguns relatos da literatura demonstrem que a nisina pode aumentar
significativamente o comprimento da fase de laténcia e reduzir a taxa de crescimento de L.
monocytogenes em presuntos (Jofre et al., 2007) quando utilizada combinada com lactato de
sodio, os resultados encontrados no presente estudo corroboram com os de Tang et al. (2013)
que observaram que a adicdo de diacetato de sodio com nisina apresentou um efeito
antagonista quando comparado com a utilizacdo isolada dos antimicrobianos em salmao.

Resultados semelhantes também tém sido relatados para a combinacédo de nisina e 0s
acidos organicos (ou os seus sais) na reducao da populacdo inicial de L. monocytogenes em
produtos, como salsichas de peru (Lungu e Johnson, 2005), salsichas, presunto (Geornaras et
al., 2005; Geornaras et al.,, 2006). A adicdo de &cido organico ndo resultou de forma
significante na reducdo de células viaveis de L. monocytogenes quando comparada com a
adicdo de nisina isolada.

A Tabela 6 demonstra os resultados obtidos para o tratamento bacteriéfago com nisina
nos dias zero e trés.

Tabela 6. Reducdo na populacdo de L. monocytogenes apds tratamento com o bacteriéfago

P100 e nisina (50 pg/L)

Listeria monocytogenes Log 1o (UFC/Q)

Dia zero Dia trés
Repeticéo
Controle  Tratamento RD Controle Tratamento RD
12 2,7 1,7 1,0 3,3 1,0 2,3
o8 2,9 2,6 0,3 3,2 0,0 3,2
38 2,9 2,5 0,4 3,2 0,0 3,2

Média 2,83+0,11 227+049 057+0,38 3,23+0,06 0,33+0,58 29+042

* desvio-padrdo.

RD - reducédo decimal



De acordo com a Tabela 6, pode-se verificar que no dia zero houve uma acéo
antagonista na combinagdo do bacteriéfago com a bacteriocina, com uma reducdo decimal
média de apenas 0,57 (+ 0,38) ciclos log. Entretanto, resultados diferentes foram obtidos no
dia trés (72 horas) do experimento, onde se obteve uma RD bem expressiva, ou seja, 2,9 +
0,42 ciclos log. Ainda, com relacdo ao dia trés, analisando os experimentos isoladamente,
observa-se que a acdo combinada da nisina e do fago levou a erradicacdo da bactéria
(experimentos 2 e 3), demonstrando que nesse caso a nhisina ndo prejudicou a acdo do fago.
Esses resultados podem ser explicados pelo fato de que o aumento da populacdo de L.
monocytogenes (de 2,83 no dia zero para 3,23 no dia trés) pode ter facilitado o encontro do
fago com a bactéria. O uso de nisina em combinacdo com outros antimicrobianos é
recomendado no sentido de poder diminuir a concentracao da bacteriocina nos tratamentos.

Os resultados encontrados no presente estudo diferem dos resultados encontrados por
Leverentz et al. (2003), que verificaram uma acdo sinérgica da nisina com o bacteriéfago
P100 na reducéo de L. monocytogenes em frutas.

Finalmente, a andlise dos resultados do presente estudo indica que embora todos os
tratamentos tenham, em maior ou menor grau, levado a reducdo na populacdo de L.
monocytogenes inoculada em presunto suino cozido e fatiado, o tratamento com o
bacteriofago P100 foi o que resultou em melhores resultados, sendo suficiente para erradicar a
bactéria tanto no dia zero como no dia trés, demonstrando estabilidade sob refrigeragao. O
tratamento com nisina foi o segundo melhor antimicrobiano, seguido do lactato de sodio e

nisina, bacteriéfago e nisina, e lactato de sddio isoladamente (Figura 1).



Figura 1. Comparacdo entre os valores médios encontrados para as reducdes decimais (RD)

na populacdo de L. monocytogenes apds a utilizacdo dos antimicrobianos.
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A partir dos dados encontrados na analise da sobrevivéncia de L. monocytogenes em
funcdo da adicdo ou ndo dos tratamentos antimicrobianos, englobando os dois periodos de
tempo (dia zero e dia trés), a Tabela 7 apresenta os resultados da analise estatistica para
comparacao da eficacia dos tratamentos.

Os resultados expressos na Tabela 7 demonstram diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) entre os tratamentos bacteri6fago e nisina, no dia trés do experimento,
ou seja, apos a refrigeragdo do alimento. No dia zero desses mesmos tratamentos nao se
observou diferenga significante (p>0,05). Ainda, no dia trés do experimento, observa-se

diferenca estatisticamente significante (p<0,05) na comparagdo do grupo controle e¢ o



tratamento com o fago P100, tanto isolado como em combinagdo com a nisina. Esses
resultados demonstram que embora a nisina ndo tenha levado a reducdao expressiva na
populagdo da bactéria como o bacteridfago P100, apos a refrigeracdo do alimento (dia trés),

essa reducao foi estatisticamente significante.

Tabela 7. Valores médios das contagens de L. monocytogenes (sorotipo 1/2a) isolada de
presunto suino e L. monocytogenes Scott A (sorotipo 4b), em funcdo da adi¢do ou ndo dos

tratamentos antimicrobianos, nos tempos zero ¢ trés dias.

Listeria monocytogenes Log 1o (UFC/g)

Dia zero Dia trés
Controle 2,83a 3,23a
Tratamento Fago 0,00b 0,00b
Tratamento Nisina 0,80b 1,57a
Tratamento Lactato de Sodio 2,47a 2,10a
Tratamento Lactato de Sodio + Nisina ~ 2,40a 1,83a
Tratamento Fago + Nisina 2,27a 0,33b

* Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Conclusao

Os resultados do presente estudo permitem reforcar o carater psicrotrofico de L.
moocytogenes observado apoés a refrigeracao do produto por trés dias, o que prejudicou a a¢ao
dos antimicrobianos nisina e do lactato de sddio. Entretanto, o tratamento com o bacteriofago

P100 nao foi afetado pelo periodo da refrigeragdo, demonstrando ser esse o método de escolha



para o controle da bactéria no alimento estudado. Ainda, pode-se concluir do estudo que a
acdo combinada da nisina com os outros antimicrobianos nao melhorou a eficacia no controle

da contaminagdo por L. monocytogenes.
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